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SUMMARY
I n  t h i s  t h e s i s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  t r a c e r  p a r t i c l e  f o r  u s e  i n
e L e c t r o n  m i c r o s c o p y  i s  d e s c r i b e d .  A t t e m p t s  w e r ê  m a d e  t o  u s e
th is  t racer  par t Íc le  in  imnuno-e lec t ron  mic roscopy  and to  t race
negat ive ly  charged t i ssue components .
A f te r  the  in t roduc t ion  the  requ i rements  fo r  a  t racer  par t i c le
f o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  a r e  d i s c u s s e d  i n  c h a p t e r  2 .  A  n u m b e r
o f  water -so lub le  syn the t ic  po lymers  were  theore t ica l l y  and
p r a c t i c a l l - y  t e s t e d  f o r  t h e i r  a p p l i c a t i o n  a s  a  t r a c e r  m o l e c u l _ e .
The most  appropr ia te  water -so lub Ie  po tymer  seemed to  be  po ly -
e t h y L e n e i m Í n e  ( P E I ) ,
f n  c h a p t e r  3  t h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  P E ï  i s  d e s c r i b e d .
P E I  i s  a  p o l y m e r i s a t i o n  p r o d u c t  o f  e t h y l e n e i m i n e  a n d  i s  c o m m e r -
c i a l l y  a v a i l a b l - e  i n  s e v e r a l  m o l e c u l a r  w e i g h t s .  B e c a u s e  o f  t h e
p r e s e n c e  o f  a m i n o  g r o u p s  t h e  p o L y m e r  i s  h i g h l y  s o l u b l e ,  b u t  o n
t h ê  o t h e r  h a n d  s t r o n g l y  c a t Í o n i c .  T h e  m o l e c u l e  i t s e l f  i s  n o t
v is ib le  1n  the  e lec t ron  mic roscope bu t  w i th  the  he lp  o f  heavy
meta ls  i t  can  be  made e lec t ron  dense.  The reduc t ion  o f  Ag-  and
Au-  ions  in  a  PEI  so lu t i -on  g ives  r i se  to  the  fo rmat ion  o f
e l e c t r o n  d e n s e  p a r t i c l e s .  f n  t i s s u e s  P E I  c a n  b e  s p e c i f i c a l l y
s ta lned w j - th  phosphotungs t i -cac id  (PTA)  
.  PEI  can be  de tec ted
down to  a  MW as  low as  600.  The advantage o f  pEI  600 is  tha t
i t  p e n e t r a t e s  v e r y  r a p i d l y  i - n  t i s s u e s  a n d  e v e n  i n  c e I l
o r g a n e l l e s .  I t  c a n  c a u s e ,  h o w e v e r ,  t i s s u e  d a m a g e .
I n  c h a p t e r  4  t h e  u s e  o f  P E I  4 0 . 0 0 0  a s  a n  i m m u n o  t r a c e r  a n d  a s
a t r a c e r  f o r  a n i o n i c  s i t e s  i s  d e s c r i b e d .  S o m e  a n t i b o d i . e s  w e r e
L a b e l - e d  w i t h  P E I  4 0 . 0 0 0  a n d  s u b s e q u e n t l y  t e s t e d .  A l t h o u g h  t h e
f j - r s t  e x p e r i m e n t s  w e r e  s u c c e s s f u l ,  i t  w a s  i m p o s s i b l e  t o  u s e
the  ob ta ined con jugates  fo r  IEM because o f  the  s t rong nonspec i
f i c  b i n d i n g  t o  t i s s u e s . T h i s  i s  p r o b a b l y  c a u s e d  b y  t h e  s t r o n g l y
c a t i o n i c  c h a r a c t e r  o f  P E I .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  c a t l o n i c
c h a r a c t e r  m a k e s  P E I  v e r y  s u i t a b f e  f o r  t h e  t r a c i n g  o f  a n i o n i c
s i t e s  1 n  t i s s u e s .  A m o n g r  o t h e r s  t h e s e  s i t e s  w e r e  f o u n d  a l o n g
c o l l a g e n  f i b r i l s  a n d  i n  b a s a l  l a m i n a e .  B e c a u s e  o f  t h e  r e g u l a r
d i s t r i b u t i o n  o f  P E ï  i n  t h e s e  s t r u c t u r e s  i t  i s  h y p o t h e s i z e d  t h a t
a  r e l a t i o n  e x i s t s  b e t w e e n  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  t w o  t i s s u e
u v r r r P v r l Y l r  u > .
T h e  a n i o n i c  s i t e s  i n  t h e  G B M  e s p e c i a l l y  a r e  d e s c r j - b e d  i n
r 0 5
c h a p t e r  5 .  A t t e n t i o n  w a s  p a Í d  t o  t h e  d i s t . r i b u t Í o n  o f  t h e  a n l o n i c
s i t e s  i n  n o r m a l  a n d  a b n o r m a f  s i t u a t i o n s .  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f
t h e  a n i o n i c  s i t e s  i n  t h e  G B M  i s  m o s t  p r o b a b l y  r e l a t e d  t o  t h e
f i l t r a t i o n  m e c h a n i s m  a n d  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  G B M  a s  w e l l .
T h e  w a y  i n  w h i c h  t h e  a n i o n i c  s i t e s  i n f f u e n c e  t h e  p e r m e a b i l i t y
o f  t he  cBM can  be  de r i ved  f r om the  s tudy  on  t he  p resence  and
d i s t r i b u t i o n  o f  P E f  i n  t h e  c B M  o f  r a t s  w Í t h  e x p e r i m e n t a l l y
i n d u c e d  p r o t e i n u r i a .  T h e  f i - n d i n g s  t h a t  b a s e m e n t  m e m b r a n e  c o l l a g e n
a n d  f i b r i l l a r  c o l l a g e n  a r e  r e l a t e d  t o  e a c h  o t h e r  h a s  r e s u l t e d
i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  G B M  m o d e l  a s  d e s c r i b e d  i n  c h a p t e r  6 .
A n À r l -  f r ó m  l - h ê  f i n Á i h d ê  h F ^ ê ^ h È ^ ,  i h  + h j -  l L ^ ^ i ^  ^ - n a n i : l l r r
,  P !  c D s l r L s u  I l l  L l l l >  L I I Y J I -  r  s J y L u ! u r 4  j /
t h e  d a t a  f r o m  F a r q u h a r  a n d  c o - w o r k e r s  c o n c e r n i n g  t h e  g f o m e r u l a r
f i l t r a t i o n  h a v e  a l s o  b e e n  u s e d  f o r  t h e  p r o p o s e d  m o d e l .  T h e
c h e m i c a l  i n f o r m a t i o n  a s  t o  c o l l a g e n  w a s  e s p e c i a l l y  o b t a i n e d
f r o m  f h e  d r o r n  n f  K e f a l i d e s .  T h e  m O d e f  f U l f i l s  t h e  r e o n i r e m ê n t
o f  s e l f - c l e a n i n g  a n d  c o n t a i n s  p o s s i b i l i t i e s  f o r  m e c h a n i c a l
f i l f r a t i n n -  a n i n n i c  c h a r o e  a n d  m n l ê . ' ' r - -  ^ i ^ ' - i - -  . t  D O S t U l a t e sL r v r r ,  q r r a v r r t u  u t t q r y s  q r r u  t L l u f v u u t q t  s r e v r r r y .  r l  L
a  m a c r o m o l e c u L a r  f i l t e r  c o n s i s t i n g  o f  a  l a y e r  o f  p r o c o l - l a g e n
m o l e c u l e s  s u p p l i e d  v r i t h  p o r e s ,  b e i n g  p r e s e n t  o n  t h e  e p i t h e l i a l
c e l l  s u r f a c e .  A  w i C e l y  m e s h e d  n e t w o r k  i s  p r e s e n t  i n  t h e  l a m Í n a
r a r a  e x t e r n a  w i t h  g l y c o s a m i n o g l y c a n s  a t  t h e  p o i n t s  o f  j u n c t i o n ,
g i v i n g  r i s e  t o  a n i o n i c  s i t e s .  ï n  t h e  d i r e c t i o n  o f  t h e  e n d o -
t h e l i u m  t h e  w i d t h  o f  t h e  m e s h e s  o f  t h e  n e t w o r k  d e c r e a s e s  a n d  a t
t h a t  f e v e l  ( l a m i n a  r a r a  i n t e r n a )  t h e  m a j - n  f i l t r a t i o n  b a r r i e r  i s
s i t u a t e d .
SA.}lENVI
I n  d i t
b e s  c h r e
w e r d  v e
rlnmuno
^ ^ t  ^ i ^ -
N a d e i
w o r d e n .
I n  h o o l
^  ^ t  -  ^ . , .
e n  i s  c
D o o r  d e
f o s b a  a r
z  i c h t b .
i o n e n  -
H i e r b i
, Ln  noc
4 0 . 0 0 c
sch re r
e n  g e t
b l e e k
^ ^ t  -
. i o n i s
f i b r i
P E I  ]
r 0 6
